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略語一覧	
cccDNA, covalently closed circular DNA 
CLIA  chemiluminescent enzyme immunoassay 
DIG  digoxigenin 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
FBS  fetal bovine serum 
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
HBe  hepatitis B e 
HBV  hepatitis B virus 
HBs  hepatitis B surface 
HBx  hepatitis B x  
NTCP  sodium taurocholate cotransporting polypeptide 
PBS  phosphate buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
RNA  ribonucleic acid 
SAM  S-adenosylmethionine 
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SDS  sodium dodecyl sulfate 
SSC  saline sodium citrate 
5 
 
I. 要約	
	 ヒトゲノムにおいて塩基の置換を伴わないDNAのメチル化やヒストン修飾な
どのエピジェネティックな変化が遺伝子発現に影響を及ぼすことが報告されて
おり、様々な疾患との関連も報告されている。脊椎動物の DNA メチル化は CpG 
site に生じ、CpG	サイトが集まっている CpG island はヒトゲノムのハウスキー
ピング遺伝子に多く、プロモーターの約 70%を占めるとされる。DNA ウイルス
のゲノムもメチル化の修飾を受ける可能性があり、B型肝炎ウイルス	(hepatitis B 
virus, HBV) や Epstein-Barr ウイルスにおいて報告が散見されるが、病態との関
連については不明な点が多い。HBV ゲノムには 3 つの CpG island の存在が示さ
れており、HBV 慢性感染例において、hepatitis B e (HBe) 抗原が陰性であること
と HBV ゲノムのメチル化が高頻度であることが関連することが示唆されてい
るが、その機序は不明である。	
本研究では HBV ゲノムのメチル化が HBV の複製に与える影響を in vitro で検
討した。異なる genotype (A、B、C) の HBV の 1.24 倍長の HBV ゲノムを含むプ
ラスミドを CpG メチルトランスフェラーゼ	(M.SssI) でメチル化して精製し、肝
癌細胞株 HepG2 にトランスフェクションする HBV 複製系を用いた。その結果、
genotype B および C では、メチル化により培養上清中の HBe 抗原量の著明な減
少が認められた。また、hepatitis B surface (HBs) 抗原では一部の HBV 株で減少
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を認めた。培養上清中の HBV DNA に関しては有意差を持った変化を認めなか
った。この知見は慢性肝炎の自然経過において genotype B および C では HBV ゲ
ノムがメチル化されることにより HBe セロコンバージョンが起きやすくなる可
能性が示唆された。Genotype A では HBe 抗原が減少しにくいことが慢性化しや
すい原因となっている可能性も考えられた。一方、HBs 抗原はどの genotype で
も HBe 抗原よりも減少しにくく、臨床的に HBV 持続感染において HBs 抗原が
減少しにくいことと一致していると考えられた。	
	 本研究により、HBV の持続感染におけるウイルスゲノムのメチル化の影響が
genotype により異なっていることが示唆された。このことは genotype の違いに
より臨床経過に差異が生じる機序の一つとなる可能性が考えられた。	
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II. 研究背景	
	 HBV はヘパドナウイルスに分類され、そのゲノムは全長約 3.2 kb の不完全二
本鎖環状 DNA である(1)。HBs 抗原陽性の持続感染者は世界で 4 億人いると推定
されており(2)、アジア・アフリカにて感染率が高い。日本における HBs 抗原陽
性率は約 1%であり、高齢者ほど感染率が高い(3)。出産時ないし乳幼児期におい
て HBV に感染すると、9 割以上の症例は持続感染に移行し、多くは若年期に 
HBe 抗原陽性から HBe 抗体陽性へと HBe セロコンバージョンを起こして非活
動性キャリアとなる。しかし約 1-2 割の症例ではウイルスの活動性が持続して
慢性肝炎の状態が続き、年率約 2%で肝硬変へ移行し、肝細胞癌、肝不全に進展
する(4, 5)。慢性肝炎・肝硬変を対象に HBs 抗原陰性化を目標に本邦では核酸アナ
ログを中心とした治療が行われているが、実際、HBs 抗原は減少しにくい。成
人での新規感染では急性肝炎を生じ、1-2%程度は急性肝不全に至るものの多く
は治癒する。一方、約数%は HBs 抗原が消失せずに慢性化すると報告されてい
る(6)。 
	 HBV は 8%以上の遺伝子配列の相違に基づいて 10 の genotype (A〜J）に分類
されている(7)。遺伝子型の分布は地理的に異なり、genotype A は主に北西ヨーロ
ッパ、米国、中央アフリカ、およびインドで見出される。Genotype B および C
は、主に東アジアおよび南アジアに広がっている。	Genotype D は主に地中海、
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中東およびインドで認められ、genotype E はサハラ以南アフリカに、genotype F
は中南米に局在している(7)。日本の HBV 慢性感染者では genotype C が最多だが、
genotype B は東北地方に多いという特徴があり、また 1990 年代以降、genotype A
が都市部を中心に増加傾向である(6, 8)。	
	 HBV の genotype は臨床経過に影響することも知られており、genotype A は成
人感染でも慢性化率が高く約 10%と報告されている(9, 10)。Genotype B は成人の感
染で急性肝不全を生じやすい特徴があり(10)、genotype C は genotype B よりも肝
硬変や肝癌の発生率が高いとされている(11, 12)。	
	 HBV が肝細胞表面の sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) に
結合して肝細胞に感染するとウイルスゲノムは核内に移行し、covalently closed 
circular DNA (cccDNA)	と呼ばれる環状二本鎖 DNA が合成される。これにヒス
トンなどが結合してヌクレオソームが形成され、ミニクロモゾームとも呼ばれ
る安定した構造をとり、潜在することが持続感染の維持に重要であると考えら
れている(13)。cccDNA を鋳型として 5 種類の RNA が転写されるため、HBV の完
全な排除には cccDNA の排除が必要となる。0.7 kb の mRNA からは HBx が翻訳
される。HBx は cccDNA のヒストン修飾に関与しており、cccDNA から HBV へ
の複製の制御に関与する。また、2.4/2.1 kb mRNA からはエンベロープタンパク
質である HBs 抗原が翻訳される。HBs 抗原には large, middle, small の 3 種類の蛋
9 
 
白がある。Large HBs に存在する PreS1 領域が NTCP に接着することが肝細胞へ
の感染に必要であると考えられている。また、HBs 抗原は感染性のある Dane 粒
子の他、ウイルスゲノムを含まない subviral particle にも多量に含まれる。3.5 kb 
mRNA は 2 種類存在し precore mRNA と pregenomic RNA がある。precore mRNA
からHBeAgが翻訳され、pregenomic RNAからはHBc、polymeraseが翻訳される。
pregenomic RNA はウイルスの polymerase により逆転写されて DNA に変換され
る(14)。 
HBV 慢性感染の経過で HBe 抗原陰性、HBe 抗体となるセロコンバージョンに
は precore 変異、core promotor 変異の関与が考えられており、多くはその後にウ
イルス量が低下して肝炎が沈静化した状態となる。Precore 変異は塩基番号 (nt) 
1896 の G が A に変異することで stop codon となるため、翻訳が停止し HBeAg
が産生できなくなる。一般的には genotype B に多くみられるとされている。
Genotype A や一部の C では RNA のループ構造で nt 1896 の対側にある nt 1883
が T であり、塩基のペアが安定しており変異は起こしにくい。Core promoter 変
異にはいくつか報告があるが、特に nt 1762 と 1764 に同時に変異が起こること
が多く、その結果として転写活性が変化する。これらの変異では precore mRNA
の転写が低下して HBeAg が低下するが、pregenomic RNA の転写は増加する。
Genotype C に多く見受けられ、肝疾患の悪化と関連するという報告もある(15)。
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臨床上、HBeAg が陰性であってもこれらの precore, core promoter の変異を認め
ないことがあるため、それ以外のセロコンバージョンやウイルス複製効率に関
連する機序の解明が重要である。 
ヒトゲノムにおいて塩基の置換を伴わないDNAのメチル化やヒストン修飾な
どのエピジェネティックな変化が遺伝子発現に影響を及ぼすことが報告されて
おり、様々な疾患との関連も報告されている(17)。脊椎動物の DNA メチル化は
CpG site に生じ、シトシンが 5-メチルシトシンに変換される。CpG site が集まっ
ている CpG	island はヒトゲノムのハウスキーピング遺伝子に多く、プロモータ
ーの約 70%を占めるとされる(18)。DNA ウイルスのゲノムもメチル化の修飾を受
ける可能性があり、HBV や Epstein-Barr ウイルスにおいて報告が散見されるが、
病態との関連については不明な点が多い(19, 20)。HBVゲノムには 3つのCpG island
の存在が示されており（図 1A）、HBV 慢性感染例において、HBe 抗原が陰性で
あることとHBVゲノムのメチル化が高頻度であることが関連することが示唆さ
れているが、その機序は不明である(16, 21, 22)	。そこで本研究では、HBV ゲノム
の変異の他に臨床経過やウイルス複製効率に影響を与える新しい機序として、
HBV ゲノムのメチル化に着目した。	
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III. 研究目的	
	 本研究では培養細胞を用いた HBV 複製モデルを用いて、HBV ゲノムのメチ
ル化がウイルスの複製やウイルスタンパク発現に与える影響を HBV の genotype
別に明らかにすることを目的とした。	
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IV. 研究方法	
1. 使用したプラスミド	
	 田中靖人先生(名古屋市立大学)から提供された1.24倍長のHBVゲノムを含む
プラスミドを使用した（図 2A）。このプラスミドを肝癌細胞株にトランスフェ
クションスすることで HBV の複製が可能である(23)。今回は genotype A、B、C
それぞれ 2 株ずつ、合計 6 株の HBV を含むプラスミドを使用した。Genotype A
は Aa_IND (Aa, GenBank accession number AB246335)と Ae_JPN (Ae, GenBank 
accession number AB246338)	、genotype B は Bj_JPN35 (Bj35, GenBank accession 
number AB246341) と Bj_JPN56 (Bj56, GenBank accession number AB246342)、
genotype C は C_JPN22 (Ce22, GenBank accession number AB246344)と C_JPNAT 
(Cat, GenBank accession number AB246345) を用いた。	
	
2. プラスミド DNA の in vitro でのメチル化	
	 プラスミドを CpG メチルトランスフェラーゼである M.SssI (New England 
Biolabs, Ipswich, MA, USA) を用いてメチル化した。メチル化する際にはプラス
ミドに 10 X Supplied Methyltransferase Reaction Buffer, SAM, Nuclease free water を
加えて 37 度にて 2 時間保温し、その後 65℃で 20 分間加熱して酵素を失活させ、
反応を終了した。また、コントロールとして M.SssI, SAM を加えずにメチル化
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していないプラスミドも作成した。具体的にはプラスミドに 10 X Supplied 
Methyltransferase Reaction Buffer, Nuclease free water を加えて 37 度にて 2 時間保
温し、65℃で 20 分間加熱し酵素を失活させた。その後、QIA quick PCR purification 
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて精製した。精製したDNAはマイナス20℃
で保存した。 
 
3. バイサルファイトシークエンス	
	 Epitect Fast DNA Bisulfite Conversion Kit (Qiagen) を用いてバイサルファイト
処理した DNA を QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) を用いて精製した。
TaKaRa Taq HS (タカラバイオ、草津市) を用いて MethB019 および MethB020 を
プライマーとしてポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction, PCR）を行っ
た。PCR 産物をプラスミド pUC 118 にライゲーションし、大腸菌 DH5α(東洋紡、
大阪市)を用いてサブクローニングした。コロニーを選択し、LA Taq (タカラバイ
オ) および M13-M4 と M13-RV をプライマーとして用いて PCR で増幅した。電
気泳動で増幅産物のサイズを確認し、QIAquick PCR Purification Kit にて精製した。
Big Dye Terminator Ver3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用いてシ
ークエンス反応を行い、ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems)にてシークエンス
解析を行った。 
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4. 使用細胞株および細胞培養、トランスフェクション	
	 HepG2 細胞(理化学研究所、つくば)の培養は 10%ウシ胎児血清（fetal bovine 
serum, FBS）添加Dulbecco’s modified Eagle’s medium  (DMEM) を用いて 37.0°C、
5% CO₂存在下にて行った。6 ウェル細胞培養用プレートに 1 ウェルあたり 1×105
の HepG2 細胞を加え、翌日にメチル化プラスミドもしくは非メチル化プラスミ
ド 1.5 µg を TransIT LT-1 transfection reagent (Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA)を
用いてトランスフェクションした。また、ネガティブコントロールとして HBV
配列を含まないプラスミドを使用した。その翌日にリン酸緩衝生理食塩水
（phosphate buffered saline, PBS）で洗浄し、トランスフェクションから 3 日目に
培養上清および細胞を回収した（図 2B）。	
	
5. 培養上清中の HBV DNA、HBs 抗原、HBe 抗原の測定	
培養上清中に残存したプラスミド DNA を消化するために、回収した 10 µl の
上清を 37 ℃で 2 時間、 5 U の DNase I （タカラバイオ）で処理し
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) にて反応を停止した。	次に QIAamp DNA 
Blood Mini Kit（Qiagen）を用いて全 DNA を抽出し、このうち 2 µl を用いてリア
ルタイム PCR による HBV DNA コピー数の定量を行った。DNA を TaqMan 
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Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)、プライマーHBV-S-Forward、
HBV-S-Reverse、TaqMan probe (表 1) と混合し、StepOnePlus real-time PCR system 
(Applied Biosystems) を用いて 50℃ 2 分、95℃ 10 分の反応後に 95℃ 15 秒、60℃ 
60 秒の反応を 40 サイクル行い、それぞれの Cq 値を算出した。104 から 107 
copies/µl の既知濃度サンプルを用いて threshold line との交点からスタンダード
カーブを作成し、サンプルの交点を比較し HBV DNA コピー数を定量化した。
HBV DNA コピー数のコントロールとしては Step One Plus real-time PCR system
で定量する際に、DNA を入れずに TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems)、プライマーHBV-S-Forward、HBV-S-Reverse、TaqMan probe のみで
50℃ 2 分、95℃ 10 分の反応後に 95℃ 15 秒、60℃ 60 秒の反応を 40 サイクル
行ったものを negative control として使用した。 
	 培養上清中の HBs 抗原および HBe 抗原は化学発光酵素免疫測定 
(chemiluminescent enzyme immunoassay,  CLIA) 法を原理とした ARCHITECT ア
ナライザー（Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA）を用いて測定した。	
	
6. 培養細胞中の HBV mRNA の測定	
	 培養細胞から TRIzol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を使用して全 RNA を
抽出した。3µg の RNA から SuperScript IV VILO（Invitrogen）を用いて cDNA 合
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成を行った。リアルタイム PCR は StepOnePlus real-time PCR system を用いて行
い、合成された二本鎖 DNA に結合した SYBR Green に特異的な励起波長光を照
射して、発生した蛍光強度を測定することによって PCR 産物の生産量をモニタ
リングした。cDNA を Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)、
プライマーと混合し、95℃ 15 秒、60℃ 60 秒の反応を 40 サイクル行い、それ
ぞれの Cq 値を算出した。プライマーは precore mRNA の検出には PCP と BC1
を、内部標準として用いた glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) の
検出には GAPDH-F と GAPDH-R を用いた（表 1）。測定には negative contorol
として cDNA を入れずに Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)、
プライマーと混合し、95℃ 15 秒、60℃ 60 秒の反応を 40 サイクル行ったもの
を使用した。Precore mRNA の検出に使用したプライマーは以前の報告(24)を参照
した。 
	
7. サザンブロット	
	 まず DIG 標識プローブを作成するため、PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche)
を用いて HBV ゲノムのほぼ全長である 3 kb を増幅した。Template には HBV を
発現する細胞株である HepG2.2.15 細胞の培養上清から抽出した DNA を使用し、
プライマーには B020 と B043 を使用した（表 1）。増幅産物のサイズを電気泳動
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で確認し、サザンブロットのプローブ (nt 1940-3215/1-1670) として使用した。 
	 細胞質内の DNA を QIAamp DNA blood Mini Kit（Qiagen）を用いて全 DNA を
抽出し制限酵素 Hind III(タカラバイオ)で消化した。3 µg の DNA を 1%アガロー
スゲルにて電気泳動し、泳動終了後にエチジウムブロマイドで染色した。0.5N 
NaOH-1.5M NaCl でアルカリ変性し、その後 1M Tris-1.5M NaCl で振盪した。ゲ
ルにメンブレン(Nylon Membranes, positively charged [Roche, Indianapolis, IN, 
USA ])、濾紙、キムタオル(日本製紙クレシア、東京)を重ねてさらに重りをのせ、
一晩放置して DNA をアガロースゲルからメンブレンに転写した。UV クロスリ
ンカーにてメンブレンにDNAを固定した後、DIG system (Roche)を使用してHBV
ゲノムの全長を用いたプローブのハイブリダイゼーションを 50℃で一晩行った。	
	 ハイブリダイゼーション後のメンブレンを 2X saline sodium citrate (SSC)-0.1% 
sodium dodecyl sulfate (SDS) buffer、0.5X SSC-0.1% SDS buffer、wash buffer の順で
洗浄したのち、Blocking buffer (Roche)でブロッキングした。Anti-digoxigenin (DIG) 
–alkaline phosphatase conjugate (Roche)を反応させた後に wash buffer、detection 
buffer で振盪し、メンブレンに CSPD	 star (Applied Biosystems) を直接加えてア
ルカリフォスファターゼの化学発光を行った。撮影は ChemiDoc Imaging System 
MP (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) にて行った。 
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8. 統計学的解析	
	 統計学的解析は JMP ソフトウェア (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行
った。各々の実験は少なくとも 3 回以上施行し、結果は平均±標準誤差で表記
した。2 群間の比較は Student’s t-test を用いて行い、p値が 0.05 未満を有意水準
と定義した。3 群以上の多群間の比較は一元配置分散分析 (one-way ANOVA) 
を用いて行った。 
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V. 研究結果 
 
1. 使用したプラスミドの CG サイトの比較 
6 株 の プ ラ ス ミ ド の CpG island の 領 域 を MethPrimer	
(http://www.urogene.org/methprimer)(25)を用いて確認した（図 1A）。プラスミドに
より CpG island の数および領域が少し異なっていたが、CpG island II はいずれの
株でも最も長い領域として確認された。そこで、各 HBV 株の CpG island II 内の
CG site の部位を比較すると、各 genotype 間および株間で CG site の部位が異な
っていることが確認された（図 1B）。	
 
2. メチル化酵素処理によるプラスミドのメチル化の確認	
	 まず、1.24 倍長の HBV ゲノムを含む 6 株のプラスミドがメチル化酵素 M.SssI
による処理でメチル化されていることをバイサルファイトシークエンスで確認
した。バイサルファイト処理することで、メチル化されていないシトシン	(C) は
脱アミノ化されてウラシル (U) に変換されるが、メチル化されている C は変換
されないため、バイサルファイト処理前後の塩基配列を比較することでメチル
化の有無を確認することができる。バイサルファイト処理後の HBV ゲノムの
CpG island II 領域を PCR で増幅し、大腸菌を用いて各 8 コロニーの colony direct 
sequencing を施行した結果、M.SssI によりプラスミドは高頻度にメチル化されて
いることが確認された（図 3）。	
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2.	各 genotype の HBV ゲノムのトランスフェクションによる HBV 発現	
	 次に、各 genotype の HBV ゲノムを含むプラスミドをメチル化処理せずに
HepG2 細胞にトランスフェクションした時のウイルス発現量を比較した。培養
上清中の HBs 抗原量は（図 4A）は分散分析では p＝0.184 であり、各ペアごと
の Student の t 検定でも有意差を認めなかったが、HBe 抗原量では分散分析では
p＝0.0028と有意差を認めた。各ペアごとのStudentの t検定ではAeとAa (p=0.03)、
Ae と Cat (p=0.03)、Aa と Bj56 (p=0.03)、Bj56 と Cat (p=0.03)の間に有意差を認め
た（図 4B）。HBV DNA 量では分散分析では p＝0.39 であり、各ペアごとの Student
の t 検定でも有意差を認めなかった（図 4C）。	
	
3. HBV ゲノムのメチル化による HBV タンパク発現量の変化	
	 続いてプラスミドをメチル化後にトランスフェクションした場合の培養上清
中の HBs 抗原、HBe 抗原の産生量の変化を検討した。非メチル化プラスミドを
トランスフェクションした結果をコントロールとして、メチル化プラスミドの
結果を比で表すと、HBs 抗原は Ae 0.97、Aa 0.89、Bj35 0.66、Bj56 1.04、Ce22 0.68、
Cat 1.06 であり、Aa (p=0.013)、Bj35 (p=0.003)、Ce22 (p=0.024)の 3 株で有意差を
認めた（図 5A）。以上より、HBs 抗原の発現量はメチル化により変化しにくい
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が、一部の株では減少することが示唆された。	
	 同様に HBe 抗原量の比較を行うと、Ae 0.79、Aa 0.52、Bj35 0.33、Bj56 0.71、
Ce22 0.13、Cat 0.15 であり、HBs 抗原の結果と比較すると全体的に HBe 抗原の
方がメチル化により低下やすい傾向が認められ、Ae 以外の 5 株で有意差を認め
た（図 5B）。この結果から、特に genotype C ではメチル化により HBe 抗原が低
下しやすく、genotype A では低下しにくいことが示唆された。	
	
4. 	HBV ゲノムのメチル化による HBV DNA 量の変化	
	 次に培養上清中の HBV DNA 量の比較を行うと、HBs 抗原や HBe 抗原の結果
と異なり、いずれの HBV 株においてもメチル化の有無での有意差は認められな
かった（図 6A）。そこで細胞内の HBV 複製中間体の DNA 量について一部の株
を用いてサザンブロットで確認を行った。その結果、Bj56、Ce22 のどちらも培
養上清中の HBV DNA の結果と同様にメチル化の有無での変化は認められなか
った（図 6B）。	
 
5.細胞内 RNA の検討	
	 HBV ゲノムのメチル化により培養上清中の HBV DNA 量は変化しなかったが
HBe 抗原量が多くの株で低下していたため、HBe 抗原発現に関わる precore 
mRNA の定量を行った。これまでの検討と同様に非メチル化プラスミドをコン
22 
 
トロールとして比較すると、メチル化プラスミドではAe 1.28、Aa 1.40、Bj35 0.24、
Bj56、0.33、Ce22 0.06、Cat 0.15 であり、Ae と Aa 以外の 4 株でメチル化による
低下が認められ、特に genotype C で著明な低下を認めた（図 7）。この結果は HBe
抗原量が genotype A で低下しにくく、genotype C で低下しやすいというデータを
支持するものであった。	
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VI. 考察	
	 HBV においてゲノムのメチル化はヒストンメチル化、アセチル化などととも
に HBV に対しての生体側からの防御機構と考えられている(14)。これまで肝組織
において HBV のメチル化が検討されており、肝癌組織で CpG island I,III のメチ
ル化の頻度が高かったという報告がある(22)。また、B 型慢性肝炎患者では CpG	
island I のメチル化がほとんどないことや、CpG island II のメチル化と血清 HBV 
DNA が低レベルであることが関連していること、CpG island III のメチル化と血
清 HBs 抗原が低値であることが関連していたことが報告されている(16)。また、
HBV genotypeがBよりもCの方がCpG island IIのメチル化の頻度が高いことや、
同部位のメチル化が cccDNAからの転写を減少させたことも報告されている(16)。
しかしながら、genotype や HBV 株の違いによるメチル化の影響についてはこれ
まで検討されておらず、本研究では複数の genotype のプラスミドを用いてウイ
ルスゲノムのメチル化の影響を検討した。その結果、genotype B と C では HBe
抗原の産生がメチル化により低下することが明らかとなった。HBe 抗原は HBV
の持続感染に必要であると考えられており、感染初期では HBe 抗原は陽性であ
るが、自然経過では徐々に低下して陰性化し、HBe 抗体が陽性になるというセ
ロコンバージョンと呼ばれる現象が起きる(26)。その後には肝炎が沈静化するこ
とが多く、セロコンバージョンの原因としては precore 変異の G1896A によりス
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トップコドンが生じて HBe 抗原が産生されなくなることが報告されている(27)。
しかしながらこの変異を伴わないこともあり、HBe 抗原/抗体のセロコンバージ
ョンのメカニズムにはいまだに不明な点がある。本研究の結果から、B 型慢性肝
炎の自然経過においてウイルスゲノムのメチル化により genotype B、C では HBe
抗原が減少し、セロコンバージョンが起きやすくなる可能性が示唆された。一
方、genotype Aではメチル化をうけてもHBe抗原が減少しにくい結果となった。
臨床的には genotype AのHBVは急性感染の後に排除されにくく慢性化しやすい
とされているが(10)、HBe 抗原は HBV の持続感染に必要であると考えられている
ことから、メチル化により HBe 抗原が減少しにくいことが慢性化の一因となっ
ている可能性も考えられた。	
HBe 抗原と比較すると、HBs 抗原はウイルスゲノムのメチル化による影響を
受けにくかった。この結果は、臨床的に HBV 持続感染患者において HBs 抗原の
減少が起きにくいことと関連していると思われた。日本肝臓学会のガイドライ
ン(27)で B 型慢性肝炎では HBs 抗原の消失が長期目標とされているが、実際には
これを達成できる患者の割合は低い。その原因として感染肝細胞の核内に
cccDNA が残存してしまうことが考えられているが、本研究の結果からは残存し
た cccDNA がメチル化を受けたとしても HBs 抗原は減少しにくいことが示唆さ
れ、これまでの報告における cccDNA 量と HBs 抗原量の相関(28, 29)に合致する所
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見と考えられた。	
本研究の結果では HBV ゲノムのメチル化による細胞内外の HBV DNA 量には
明らかな変化が認められなかった。これは予想と異なる興味深い点である。HBV 
DNA は 3.5 kb の pregenomic RNA が nucleocapsid 内で HBV ポリメラーゼにより
逆転写されて生じるため、ウイルスゲノムのメチル化は pregenomic RNA の転写
には影響しにくいことが予想される。Pregenomic RNA の長さは precore mRNA
よりも 5’末端が 30 塩基程度短く、3’末端は共通しているため、本研究でのリア
ルタイム PCR では precore mRNA は定量可能であったが、pregenomic RNA 単独
の定量はできなかった。ノーザンブロットを行えば長さの異なる RNA の定量は
可能であるが、30 塩基程度の違いを可視化することは困難であり、新しい方法
の確立によるさらなる検証が必要であると考えられる。	
なお、precore mRNA と pregenomic RNA の転写が個別に変化する可能性につ
いては以前の研究で報告されており、上流の core promoter に位置する
A1762T/G1764A の double mutation が存在すると precore mRNA が減少して
pregenomic RNA が増加することが示唆されている(30)。従って、この領域のメチ
ル化により precore mRNA と pregenomic RNA が異なる影響を受ける可能性は十
分考えられる。	
	 本研究の限界としては genotype A, B, C の HBV を 2 種類ずつしか検討できて
26 
 
いない点がある。今後、より多くのウイルス株や他の genotype の HBV を用いる
ことによる検証も必要であると考えられた。また、使用したプラスミドの基本
骨格はプロモーターが除かれているが、酵素処理による基本骨格のメチル化の
影響の存在は完全には否定できない。しかしながら、今回の検討では共通の基
本骨格に挿入された異なるウイルス株のゲノムの検討で結果に違いが見られて
おり、その影響は極めて少ないと考えられた。	
	 今回の結果が実臨床の診断・治療に与える可能性として、以下のようなこと
が考察できる。診断に関しては、HBV 感染患者の肝生検組織を用いて肝細胞内
の HBV ゲノムのメチル化の程度を検討することで、その後の HBe セロコンバ
ージョンや肝発癌などの臨床経過の予測に応用できる可能性がある。そのため
には臨床検体を用いたさらなる検討が必要である。また、治療に関しては薬剤
投与などの何らかの方法によりウイルスゲノムのメチル化が促進できれば、短
期間で HBe セロコンバージョンを達成して肝臓での炎症が軽減し、肝硬変や肝
癌などの疾患の減少もしくは予防につながる可能性がある。HBV の治療の究極
の目標は cccDNA の消失であるが、この安定したミニクロモゾームを消失させ
ることは難しく、現在の治療法での達成は困難である。もし、メチル化が新た
な治療ターゲットになるならば、現在広く投与されている核酸アナログとは別
の機序であり、慢性肝炎・肝硬変患者にとっての新しい抗ウイルス治療になる
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可能性が考えられた。 
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VII. 結論	
	 In vitro の検討において、HBV ゲノムのメチル化はウイルス蛋白発現に影響を
与えていた。その影響は HBV の genotype により異なっており、genotype の違い
による臨床経過の相違の原因となっている可能性が示唆された。また、HBe 抗
原は HBV ゲノムのメチル化により低下しやすく、臨床経過におけるセロコンバ
ージョンの機序の一つとなりうると考えられた。	
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X. 図表説明	
 
図 1. HBV の各 genotype ごとの CpG island の図 
(A) 今回使用した HBV 株の全長塩基配列をもとに、塩基中の GC の割合を黒線
で、CG の部位を短い赤線で、予測された CpG island の位置を水色で示す
[MethPrimer (www.urogene.org/methprimer) で作図]。最下段には HBV ゲノム内の
open reading frame を示す。 
(B) 各 HBV 株の CpG island II 内に存在する CG 配列の部位を黒い四角で示す。
白い四角はその部位に CG 配列が存在しないことを示している。 
 
図 2.	本研究の方法	
(A) 使用したプラスミドの構造。1.24 倍長の HBV ゲノムを含むプラスミドを用
いた。	
(B) 実験の工程の図。HepG2 細胞をプレートに播種し、翌日にメチル化酵素処
理後に精製したプラスミドをトランスフェクションした。その翌日に洗浄し、
トランスフェクションから 3日後に培養上清中のHBs抗原、HBe抗原、HBV DNA
を測定した。また、細胞を回収して細胞内の HBV 関連の DNA および RNA を検
討した。 
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図 3.	メチル化酵素処理後のプラスミド DNA のメチル化の確認	
メチル化酵素 M.SssI による処理でメチル化されていることをバイサルファイト
シークエンスで確認した。PCR の増幅産物を大腸菌を用いてクローニングし、
各 8 コロニーの colony direct sequencing を施行した。各 HBV 株において、上列
が非メチル化プラスミド、下列がメチル化プラスミドの結果を示している。小
さな丸は CG site を示しており、その中の黒い部分の割合がメチル化の頻度を示
している。	
	
図 4.非メチル化プラスミドのトランスフェクション後の培養上清中のHBs抗原、
HBe 抗原、HBV DNA の検討	
(A) 培養上清中の HBs 抗原量の比較。トランスフェクション 3 日後の培養上清
を用いて化学発光酵素免疫測定法	(CLIA 法) で検討した	(n=4)。メチル化され
ていない各プラスミド間において HBs 抗原の産生量には有意差を認めなかった。	
(B) 培養上清中の HBe 抗原量の比較。A と同じサンプルを用いて HBe 抗原を
CLIA 法で検討した	(n=4; *, p<0.05)。	
(C) 培養上清中の HBV DNA 量の比較。A と同じサンプルを用いて HBV DNA を
リアルタイム PCR により定量した	(n=3; *, p<0.05)。	
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図 5.	プラスミドのメチル化による培養上清中の HBs 抗原と HBe 抗原の変化	
(A)	培養上清中の HBs 抗原量の比較。トランスフェクション 3 日後の培養上清
を用いて CLIA 法で定量した	(n=4)。各 HBV 株毎に非メチル化プラスミドの結
果を 1 としてメチル化プラスミドの結果の相対値を表示した	(*, p<0.05)。	
(B)	培養上清中の HBe 抗原量の比較。A と同じサンプルを用いて HBe 抗原を
CLIA 法で検討した	(n=4)。各 HBV 株毎に非メチル化プラスミドの結果を 1 とし
てメチル化プラスミドの結果の相対値を表示した (*, p<0.05)。	
	
図 6.	プラスミドのメチル化による HBV DNA の変化の検討	
(A)	培養上清中の HBV DNA 量の比較。図 4 と同じサンプルを用いて、リアルタ
イム PCR による HBV DNA 量の定量を行った	(n=3)。各 HBV 株毎に非メチル化
プラスミドの結果を 1 としてメチル化プラスミドの結果の相対値を表示した。
統計学的検定には t 検定を用いたが、有意差のある HBV 株はなかった。	
(B) サザンブロットを用いた細胞内 HBV 複製中間体の比較。Bj56、Ce22 を用い
てメチル化の有無による細胞内の複製中間体 DNA を比較したが、明らかな差を
認めなかった。	
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図 7. プラスミドのメチル化による細胞内の precore mRNA の検討 
トランスフェクションから 3 日後の細胞から RNA を抽出し、リアルタイム PCR
で GAPDH を内部標準として precore mRNA の定量を行った (n=4)。Aa、Ae 以外
のHBV株においてメチル化後に precore mRNA量の有意な低下が認められた (*, 
p<0.05)。 
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表 1.	使用したプライマーとプローブの配列	
名前	 配列	 HBVゲノムにお
ける位置	(nt)	
MethB019 5’-CWG GTY TNT GYY AAG TGT TTG-3’ 1166-1186 
MethB020 
5’-CAA TTT ATR CCT ACA RCC TCC-3’ 
1797-1777 
HBV-S-Forward 5’-ACT CAC CAA CCT CTT GTC CT-3’ 333-352 
HBV-S-Reverse 5’-GAC AAA CGG GCA ACA TAC CT-3’ 476-458 
TaqMan probe 5’-FAM-TAT CGC TGG ATG TGT CTG 
CGG CGT-TAMRA-3’ 
368-391 
PCP 5’-GGT CTG CGC ACC AGC ACC-3’ 1796–1813 
BC1 5’-GGA AAG AAG TCA GAA GGC AA-3’ 1974–1955 
GAPDH-F 5’-GGC GTC TTC ACC ACC ATG GAG-3’  
GAPDH-R 5’-AAG TTG TCA TGG ATG ACC TTG 
GC-3’ 
 
B020 5’-GAG TTA CTC TCD TTT TTG CC -3’ 1940-1959 
B043 5’-GGT CTT RCA TAA GAG GAC TCT 
TGG A-3’ 
1670-1646 
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